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‹nsan temporal kemik laboratuvar› prosedürleri:

Genel bir bak›fl

A general review on the procedures in a human temporal bone laboratory

Dr. Mehmet Faruk OKTAY,1,2 Dr. Sebahattin CÜREO⁄LU,2,3

Dr. Patricia A. Schachern,2,3 Dr. Micheal M. PAPARELLA4

‹nsan kula¤›ndaki yap›lar genellikle yaflam boyunca
“eriflilemez” özellikte olup, altta yatan hastal›klara ait
patolojik de¤iflikliklerin incelenebilmesi postmortem
çal›flmalarla mümkün olabilmektedir. ‹nsan temporal
kemik (‹TK) laboratuvarlar› bu aç›dan eflsiz bir ma-
teryal kayna¤› sunarlar. Bu laboratuvarlar, temporal
kemik kesitlerindeki histolojik bulgularla hastan›n öl-
meden önceki kulak patolojisinin karfl›laflt›r›lmas›na,
hastal›kl› olgular› di¤er olgularla karfl›laflt›rmaya ve
elde edilen bilgilerin di¤er laboratuvarlarla paylafl›l-
mas›na olanak verir. Bu makalede insan temporal
kemik laboratuvarlar›n›n ifllevinin tan›t›lmas› amaç-
land› ve yap›lan histopatolojik ifllemlerin ayr›nt›l›
analiziyle birlikte bu laboratuvarlar hakk›nda genel
bir bak›fl aç›s› sunuldu. 
Anahtar Sözcükler: Diseksiyon; laboratuvar; temporal ke-
mik/anatomi ve histoloji/patoloji.

Structures of the human ear are usually inaccessible
during life for examination of pathologic changes of the
underlying disease, which is only possible with post-
mortem studies of the human temporal bone. Hence,
human temporal bone laboratories serve as a unique
source of material for research in this respect. They
enable comparison between histologic findings of tem-
poral bone sections and the ear pathologies docu-
mented prior to death, as well as comparison of dis-
eased ears with any selected temporal bone speci-
mens, both of which provide invaluable knowledge to
be shared among researchers and other laboratories.
This article aims to provide insight into the functions of
temporal bone laboratories and to familiarize the read-
er with histopathologic studies conducted therein.
Key Words: Dissection; laboratories; temporal bone/anato-
my and histology/pathology.
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DERLEME

‹flitme kayb› insanda görülen en yayg›n fonksi-
yon bozukluklar›ndan biridir. Çevresel ve genetik
faktörler neredeyse eflit olarak iflitme kayb›ndan
sorumlu tutulur. Çevresel faktörler akustik trav-
ma, ototoksik ilaçlar, bakteriyel ve viral enfeksi-
yonlar olarak say›labilir. Genetik iflitme kay›plar›-
n›n yaklafl›k %70’i non-sendromik, %30’u sendro-

mik özelliktedir. ‹nsan kula¤›ndaki yap›lar genel-
likle hayat boyunca “eriflilemez” özelliktedir bu
nedenle altta yatan hastal›klara ait patolojik de¤i-
flikliklerin incelenebilmesi mümkün de¤ildir. ‹n-
san temporal kemi¤ine (‹TK) ait postmortem çal›fl-
malar bu aç›dan halen tek seçenek olma özelli¤ini
devam ettirmektedir.
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‹nsan temporal kemi¤i laboratuvarlar› odituvar
ve vestibüler patofizyoloji alan›ndaki araflt›rmalar
aç›s›ndan eflssiz bir materyal kayna¤› sunar. Ameri-
ka Birleflik Devletleri’ndeki (ABD) temporal kemik
laboratuvarlar›n›n ço¤u ulusal temporal kemik ku-
rumunu (National Temporal Bone Registry) olufltur-
mak üzere birleflmifltir. Böylece tüm laboratuvarlar-
daki veriler araflt›rmac›lar›n kolayl›kla kullanabile-
ce¤i flekilde merkezi bir bilgisayarl› veri bankas›na
ba¤lanm›flt›r. Temporal kemik bankas› ve laboratu-
varlar›ndaki bu arflivleme ve klinik kay›tlara ulafla-
bilme imkan› araflt›rmac›lara temporal kemik kesit-
lerindeki histolojik bulgularla hastan›n ölmeden ön-
ceki kulak patolojisinin karfl›laflt›r›lmas›na, hastal›k-
l› olgular› di¤er olgularla karfl›laflt›rmaya ve elde
edilen bilgilerin ulusal temporal kemik kurumu ile
paylafl›lmas›na olanak verir.

Temporal kemi¤in ›fl›k mikroskobu ile incelen-
mesi, formalin ile fiksasyon, EDTA ile dekalsifikas-
yon, selloidine gömme, yaklafl›k 20 μm kal›nl›¤›nda
seri kesitler al›nmas› ve her onuncu kesitin hema-
toksilen-eozin ile boyanmas› fleklindeki standart
aflamalar› içerir. Standart metodoloji özellikle gene-
tik iflitme kay›plar› ile ilgili çal›flmalarda önemlidir,
çünkü bu tür hastal›klarda kula¤›n en çok etkilenen
yap›lar›n›n saptanmas› mümkündür. ‹nsan tempo-
ral kemi¤i çal›flmalar› ile iflitme kayb›n›n olas› meka-
nizmalar› hakk›nda hipotezler de oluflturulabilmek-
te ve bu hipotezler uygun hayvan modelleriyle test
edilebilmektedir. Otolojik hastal›klara ait altta yatan
pek çok genetik mutasyon saptanm›fl fakat iflitme
bozuklu¤una yol açan yaklafl›k 500 hastal›¤›n sade-
ce 20-30’u için “mouse” modeli gelifltirilebilmifltir.
Hayvan modelinin uygulanabilir olmad›¤› pek çok
sendromda ise temporal kemik çal›flmalar› önem ka-
zanmaktad›r. Ayr›ca hayvan modeli çal›flmalar› iç
kulak hastal›klar›n›n moleküler temeline ait de¤erli
bilgiler sa¤lasa da bu verilerin insan temporal kemi-
¤inde saptanan otopatolojik bulgularla karfl›laflt›r›l-
malar› büyük önem tafl›makta, böylece bu veriler
do¤ruluk ve geçerlilik aç›s›ndan onaylanabilmekte-
dir. ‹nsan örneklerinin incelenebilmesi, iflitme ka-
y›plar›n›n mekanizmalar› ile ilgili teoriler ortaya at›-
labilmesine olanak sa¤lar. ‹nsandaki kulak hastal›k-
lar›n›n anlafl›labilmesine yard›mc› olabilecek bu te-
oriler uygun hayvan modellerinde test edilirler.
Standart metodoloji kulaktaki baz› spesifik lokali-
zasyonlardaki patolojik de¤iflikliklerin elektron
mikroskopi, immün boyama, PCR ve di¤er teknik-
lerle incelenebilmesine de yard›mc› olur.

Bilgilerin kaydedilmesi

Otopatoloji laboratuvar›ndaki veriler çeflitli ko-
nular içerir. Özellikle kimlik bilgilerini içeren baz›
bölümlere sadece izin verilen araflt›rmac›lar ve labo-
ratuvar personeli ulaflabilir. Laboratuvarlar aras›n-
daki bilgi al›flverifllerinde öncelikle biyografik kay›t-
lar ç›kar›l›r ve hastalar sadece numaralar› ile tan›m-
lan›r.

Histopatolojik ifllem kay›tlar›: Bu dosya, verilen ör-
ne¤in ifllem basamaklar›na ait bilgileri verir. Hasta-
n›n hayat›n› kaybetme nedenini, tarihi ve saatini,
otopsi tarihi ve saatini ve histopatolojik bulgular›n
özetini içerir. Bu dosyada tarihleri ile birlikte tüm ifl-
lemler -fiksasyondan gömülü bloklar›n son temiz-
lenme aflamas›na kadar- not edilir.

Medikal kay›tlar. Örnek laboratuvara geldi¤i za-
man, beraberinde hastaya ait t›bbi kay›tlar da ilgili
klinikten kopya fleklinde al›n›r. Her dosya numara
s›ras›na göre etiketlenir. T›bbi geçmifle ek olarak, her
dosyada kesin otopsi raporu, otopsi izin belgesi gibi
yasal dökümanlar yer al›r.

Laboratuvar ifllemleri

Fiksasyon: Fiksasyon hücre ve ekstraselüler mat-
riks yap›lar›n›n korunmas› amac›yla yap›l›r. Örnek
al›nd›ktan sonra hiç zaman kaybetmeksizin yap›l-
mal›d›r. Temporal kemik, içinde 300 ml %10’luk
tamponlanm›fl nötral formalin olan bir cam kavano-
za konur. Temporal kemik beyinle birlikteyse
%15’lik formalin kullan›l›r. Fiksatif madde ile örnek
aras›ndaki hacimsel oran temporal kemik için en az
3:1 beyin için ise 5:1 olmal›d›r. Temporal kemikler
için fiksasyon süresi en az iki hafta tüm beyin için
dört haftad›r. Formalin solüsyonu haftada bir defa
de¤ifltirilir ve temporal kemikler ilk hafta 4°C, ikin-
ci hafta ise oda s›cakl›¤›nda muhafaza edilir. Yine de
tamponlanm›fl nötral formalin DNA ve RNA’n›n
komflu proteinlerle çapraz ba¤lant› yapmalar›na ne-
den olabilir bu da mRNA ve DNA’n›n ekstraksiyo-
nunu zorlaflt›rabilir.[1] Bu amaçla, %4 paraformalde-
hid, %2 glutaraldehid, ya da etanol/asetik asid
(95:5) önerilmektedir.[2]

Dekalsifikasyon: Temporal kemik vücuttaki en sert
kemik olup kabul edilebilir ince doku kesitleri elde
edebilmek için dekalsifikasyonun flelasyon yap›c› ya
da asit solüsyonlarla yap›lmas› gereklidir.[3] Triklora-
setik asidin %5’lik solüsyonu önceleri bu amaçla
yayg›n olarak kullan›lmaktayd› fakat iç kulakta
kompresyon artefaktlar›na yol açt›¤› için son za-
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manlarda ço¤u otopatoloji laboratuvar›nda etilen-
diamin-tetra-asetat (EDTA) tercih edilmeye bafllan-
d›. Bu solüsyonun pH’si 7.4’te tutulmaya çal›fl›l›r.
Dekalsifikasyondan önce fiksatif madde art›klar›n›
temizlemek için kemikler tamponlanm›fl fosfat so-
lüsyonuyla y›kan›r. Bu ifllem eriflkin temporal kemi-
¤i için 24 hafta, çocuklar için 8-12 hafta ve küçük
hayvanlar için 2-3 hafta sürer ve haftada bir tampon-
lanm›fl fosfat solüsyonu de¤ifltirilir. Son aflamada ke-
miklerin X-ray filmi çekilerek residüel kalsiyum var-
l›¤› olup olmad›¤›na bak›l›r. Etilen-diamin-tetra-ase-
tat ile dekalsifikasyon süresi insan temporal kemi¤i
için 6-9 ay sürer. Son zamanlarda mikrodalga f›r›nlar
da dekalsifikasyon için yayg›n bir yöntem olarak
kullan›lmaktad›r. Bu yöntem ilk olarak immünohis-
tokimyasal çal›flmalarda kullan›lm›flt›r. ‹nsan tem-
poral kemi¤inin dekalsifikasyonunda da etkin ve
güvenilir bir yöntem oldu¤u ve dekalsifikasyon sü-
resini anlaml› olarak azaltt›¤› bildirilmifltir.[4,5]

Dehidrasyon ve selloidine gömme: Örnek artan kon-
santrasyonlarda etanol (%70-l00) ve son olarak eflit
miktarda etanol ve eter içeren solüsyonlarda dehid-
rate edilir. Daha sonra ilk iki hafta %1.5’lik selloidi-
ne, sonraki üç hafta %3’lük selloidine, sonraki üç
hafta %6’l›k selloidine en son olarak sertleflinceye
kadar %12’lik selloidine gömülür. Daha sonra bir
geceli¤ine likid kloroforma dald›r›l›r ve kesit alma
ifllemi yap›l›ncaya kadar %80’lik alkol içerisinde
muhafaza edilir.

Kesit alma: Kesit alma ifllemi için sliding mikro-
tom kullan›l›r. Blok orta fossa k›sm› üst tarafa gele-
cek flekilde yerlefltirilir. Kesitler 20 μm kal›nl›¤›nda
yap›l›r. Birbiri ard›na numaralanm›fl ka¤›tlar aras›na
yerlefltirilir ve ayn› örne¤in di¤er kesitleri ile birlik-
te %80 alkol içerisinde saklan›r. Her onuncu kesit
hematoksilen ve eozinle boyan›r. Her bir kesit için
temporal kemik numaras›, hangi taraf oldu¤u (sa¤,
sol) ve kesit numaras› belirtilir.

Elektron mikroskobik çal›flmalar için celloidin kesitle-
ri haz›rlanmas› (reembeding): Bu ifllem Massachusetts
Eye and Ear Infirmary taraf›ndan tarif edilmifltir.[6]

Temporal kemi¤in %80 alkol içerisinde bulunan ve
sigara ka¤›d›na yap›fl›k seri selloidin kesitleri al›n›p
%10’luk formalin içerisinde her iki yüzeyine emici
bir ka¤›t yerlefltirildikten sonra üzerine tahta blok ve
a¤›rl›k yerlefltirilir ve bu a¤›rl›k bir saat tutulur. Ke-
sit kuruduktan sonra %5’lik alkol içerisinde befl da-
kika tutularak yap›flm›fl sigara ka¤›d› ç›kar›l›r ve
lam üzerine konur. Bu kesitler s›ras›yla %95 ve

%100’lük etanol içerisinde üçer dakika bekletilir. Ke-
sitlerdeki selloidini ç›karmak amac›yla karanfil ya-
¤›nda bir gece bekletilir. Karanfil ya¤›n› elimine et-
mek için ise kesitler her biri için üçer dakika olarak
%100, %95, %70 ve %50’lik etanol solüsyonlar› içine
al›n›r. Daha sonra “cacodylate” ile y›kan›r, dehidra-
te edilir ve epoksi reçinesine gömülür.

‹mmünohistokimya: Çeflitli antikorlar kullan›larak
deney hayvanlar›nda pek çok immünohistokimya-
sal çal›flma yap›lm›flt›r. ‹nsan temporal kemi¤inin
standart ifllenme tekni¤i ile immünohistokimyasal
olarak iyi sonuçlar al›nabilmesine karfl›n flu ana ka-
dar yap›lan immünohistokimya çal›flmalar› s›n›rl›-
d›r. Bu yöntemle 14 çeflit antikor ve 6 lektin kullan›-
larak 40 y›la kadar örnekler muhafaza edilebilmek-
tedir. Baflar›l› bir immün boyama için baz› fiksasyon
ve doku haz›rlama ifllemleri gelifltirilmifltir.[7,8] Tian
ve ark.[9] baz› antikorlarla immün boyaman›n uzun
zaman korunabilmesine karfl›n, postmortem de¤i-
flikliklerin fazlal›¤› ve örneklerin bekleme süresinin
uzun olmas› nedeniyle boyanma yo¤unlu¤unun
azald›¤›n› bildirmifllerdir. Temporal kemi¤in immü-
nohistokimyasal çal›flmalar›, k›sa postmortem süre
gerektirmesi, fiksasyonun güvenilir flekilde yap›l-
mas› ve dekalsifikasyon süresinin uzunlu¤u (4-7 ay)
göz önüne al›nd›¤›nda zorluklar içermektedir. Bu
zorlu¤un üstesinden gelebilmek için “antigen retri-
eval” (AR) teknikleri gelifltirilmifltir.[10,11] Buna göre
formalin fiksasyonunun neden oldu¤u proteinlerde-
ki çapraz ba¤lar geridönüflümlü olabilmekte ve bu
çapraz ba¤lar yüksek ›s› (heating AR technique) ve-
ya güçlü alkalen (non-heating AR technique) etki-
siyle bozulabilmektedir. Bu gözlemler AR teknikle-
rinin gelifltirilmesinin temelini oluflturmufltur. “An-
tigen retrieval” tekni¤inde immün boyamadan önce
insan temporal kemik kesitleri ya ›s›t›lmakta (mikro-
dalga f›r›nlarda kullan›labilir) ya da NaOH-metanol
solüsyonu ile y›kanmaktad›r.[12,13] Bu yöntemi stan-
dardize edebilmek için çal›flmalar devam etmekte-
dir. Bunlardan biri de yukar›daki iki yöntemin kom-
bine edilmesi fleklindedir.[14,15] Non-heating AR tekni-
¤i selloidine gömülü beyin dokusu kesitlerinde de
baflar›yla uygulanm›flt›r.[16] Her iki AR yöntemini et-
kileyebilen faktörler (s›cakl›k, ›s›tma süresi, AR so-
lüsyonunun kimyasal kompozisyonu, AR solüsyo-
nun tipi ve konsantrasyonu ve optimal inkübasyon
zaman›) detayl› olarak araflt›r›lm›flt›r.[10]

Moleküler biyoloji teknikleri: Selloidine gömülü in-
san temporal kemik kesitlerinden DNA izolasyonu
ve sonras›nda PCR ile DNA amplifikasyonu ilk ola-
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rak Wackym ve ark.[17] taraf›ndan uygulanm›flt›r. Bu
yöntemle Ramsay Hunt sendromlu temporal kemik-
lerde Herpes varicella-zoster virüsü identifiye edil-
mifl,[18-20] vestibüler nörit, Bell palsy ve Meniere hasta-
l›¤›nda herpes simpleks virus tip 1,[21-24] baz› labiren-
tit örneklerinde sitomegalovirüs,[25] otosklerotik ke-
miklerde k›zam›k virüsü[26,27] ve karsinomlarda pa-
pilloma virüsü saptanm›flt›r.[28] Yine de son zaman-
larda yap›lan çal›flmalarda otosklerotik stapes kemi-
¤i örneklerinin %60’›nda k›zam›k virüs DNA’s›n›n
oldu¤u gösterilmifltir.[29] DNA analizi genomik mu-
tasyonlar›n saptanabilmesine de olanak sa¤lar.[30-33]

DNA ekstraksiyonu bir ya da daha fazla boyanma-
m›fl kesitin önce PCR ile ampilifikasyonu ve sonra
di¤er ifllem basamaklar›n›n takip edilmesi ile yap›l›r.
Bu teknik son derece de¤erli olup ço¤u odituvar ve
vestibüler hastal›klar hakk›ndaki bilgilerimizin ge-
liflmesine katk›da bulunmufltur. Yine de standart in-
san temporal kemik tekni¤i ile nükleik asitlerin ekst-
raksiyonu ve amplifikasyonunun baz› k›s›tlay›c›
yönleri vard›r. Bunlar; (i) tek bir kesitten ekstrakte
edilebilen DNA miktar› düflüktür (20 mikron kal›n-
l›¤›ndaki bir temporal kemik kesitinden yaklafl›k
olarak 525 nanogram DNA elde edilebilir); (ii) DNA
fragmanlar›n›n uzunlu¤u 300-400 baz çiftinden k›sa-
d›r; ekstrakte edilen DNA labildir ve h›zl›ca bozula-
bilir; (iii) formalin fiksasyonu baz› de¤iflikliklere yol
açabilir ve bu da yanl›fll›kla mutasyon olarak yo-
rumlanabilir ve temporal kemi¤in ifllemleri s›ras›n-
da d›flar›dan gelen DNA doku kesitlerini kontamine
edebilir, bu yabanc› DNA da PCR ile amplifiye edi-
lerek yorum hatalar›na neden olabilir. McKenna ve
ark.[34] kontaminasyon kayna¤›n›n büyük olas›l›kla
temporal kemi¤in haz›rlanmas› s›ras›nda meydana
gelebilece¤ini bildirmifllerdir. Di¤er potansiyel kon-
taminasyon nedenleri olarak örneklerin ayn› kom-
partmanlarda muhafaza edilmeleri ve selloidinin
birden çok temporal kemikte kullan›lmas› say›labi-
lir. Yukar›da say›lan sorunlar›n üstesinden gelebil-
mek için, McKenna ve Kristiansen[35] temporal kemik
donörlerinden güvenilir bir DNA kayna¤› olarak
kan örnekleri ve yanak sürüntülerinin de al›nmas›n›
önermifllerdir. Temporal kemi¤in ifllem basamaklar›
ve muhafaza edilmesi süresince steril çal›fl›lmaya
özen gösterilerek kontaminasyon riski kolayl›kla eli-
mine edilse de çapraz ba¤lant›lar ve DNA’n›n deg-
radasyonu daha büyük bir sorun olarak karfl›m›zda
durmaktad›r.

RNA analizi hücre ya da dokular›n biyolojik ak-
tivitelerinin anlafl›labilmesi için gereklidir. Selloidin-

li insan temporal kemik kesitlerindeki küçük RNA
fragmanlar›n›n amplifikasyonu α-tubulin çal›flma-
s›nda uygulanm›flsa da,[36] insan temporal kemi¤in-
den RNA elde edilmesinin, RNA moleküllerinin
degradasyonu nedeniyle son derece zor oldu¤u ka-
n›tlanm›flt›r. Otopsiden elde edilen temporal kemik-
lerdeki RNA degradasyonuna yol açan en önemli
nedenler otopsi öncesi geçen zaman ve temporal ke-
mik ç›kar›ld›ktan sonraki ifllemlerle ilgili teknik so-
runlard›r. McKenna ve ark.[26] temporal kemiklerde
k›zam›k nükleokapsid RNA’s› için nükleotid problu
in-situ hibridizasyon yöntemi kullanm›fl, baz› kesit-
lerde anlaml› bulgular elde etmifllerse de tutars›z so-
nuçlardan dolay› kesin bir yorumda bulunman›n
mümkün olmad›¤› sonucuna ulaflm›fllard›r. In-situ
hibridizasyon tekni¤i ile herhangi bir doku kesitin-
de sadece 2-10 hedef mRNA molekülünü içerecek
kadar dar bir spektrumda bile RNA molekülleri sap-
tanabilirse de insan temporal kemik kesitlerinde bu
tekni¤in kullan›lmas› kompleks ifllemler ve özellikle
eski ve gere¤inden çok fikse edilmifl temporal ke-
miklerde yayg›n olarak bulunan çapraz ba¤lar nede-
niyle son derece s›n›rl›d›r.[8] Di¤er bir önemli sorun
da RNA moleküllerinin postmortem alt›nc› saatte
degradasyona u¤rayabilmesidir ki otopsi öncesi ge-
çen zaman genellikle bundan fazlad›r.[37] Kesitlerin
haz›rlama ve muhafaza zaman›n›n uzun olmas› da
ayn› flekilde kulak yap›lar›n›n iyi korunmamas›,
DNA/RNA degradasyonu ve proteinlerin antijeni-
tesinde azalma ile sonuçlan›r.

Ifl›k mikroskobu çal›flmalar›n›n bugüne kadar
otolojik hastal›klarda çok önemli rolü olmas›na ve
bilgilerimize temel oluflturmas›na karfl›n bu hasta-
l›klar›n anlafl›labilmesinde halen pek çok bilinme-
yen vard›r. ‹mmünohistokimya, immün elektron
mikroskobi, PCR, RT-PCR, proteomiks ve in-situ
hibridizasyon yöntemlerinin insan temporal kemi¤i-
ne uygulanmas› kula¤›n normal fonksiyonlar›n› ve
patolojik durumlar›n› araflt›rabilmek için çok büyük
olanaklar sa¤lamaktad›r. Bu yöntemlerin son za-
manlarda iflitme kayb›n›n genetik temelini çözmeye
yönelik geliflmelerle birlikte, iflitme ve denge bozuk-
luklar›n›n anlafl›lmas›nda önemli bir rolü vard›r.
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